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Abstract 



Proteins produced in cells collect together to form particulate aggregates. The invention relates to the 
reversible conversion of said aggregated proteins into morphological forms I, II and III which differ from one 
another, depending on the presence or absence of a non-denaturing detergent. The invention also relates 
to a process for the isolation and purification of said aggregated forms of proteins produced in cells. 
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© in Zeilen produzierte Proteine lagern sich zu partikularen Aggregaten zusarnmen. 
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ZeHulare amphipatische Proteine in aggregierten RPT-n und Verfahren zur HersteHung and Reinigung 

dieser Proteine 

Die Erfindung betrifft in Zel.en produzierte. .osliche. amphipathische Proteine sowie ein Verfahren zum 

„ Die Anw.isu.gen to, die ^^"^f"*"^ % wSrscW Tecnik. die 

. 5 .nformation enthalt. Eins der bekanntesten Be.sp.ele f -S^LSSSSSk^ wurde. 

*o£ 'verden entweder in den Qberstand ^STJiScSS wurden.Sen 

d£ nn m.t .m Stand der Technik bekannten Methoden ™^™j£™*^Zen Frakt,onierung S - und 
20 unc gegebenenfalls gelost. Fur diese Verrahren werden .n der Regel ™ ch zu reinjQenden 

Re^gungsvorstufen Detergenzien verwendet d.e ^^^J^X^^^^^ 

Siolcg.sche AMMBt der Proteine zu erhaltee ede, ze '^ess^r, „,„ ,„ Abw „, nnei , 

reft ernes nicht denaturierenden Detergenz we.sen d.e aggreg.erten Formen «ne_ «™£ ■ 2um 

in der aggreg.erten Form I bioaktiv. jedoch elektrophoretisch njrfrt mob.h sphSrische Form , der 

in ^nwesenheit eines nicht denaturierenden Detergenz laBt s.ch h*. ^JJJ^J^ Laufe eines 
, 5 aggregierten Proteine in *ne -hr ^ 

Isolierungs- und Reinigungsvenahrens den Vorte.l aufwe.st dafi ' v «™™» » * der Form „ der 

die durch das Auffalten der Form . in d.e Form U ^JS^^SS^ Aktivitaten der 
aggregierten Proteine verstarken s.ch we.terh.n ^^ chen £Z e 'Z£nB° PrLue ansteigt. wenn die 
Proteine. Es zeigte sich beispielsweise dafl die liegt. Die 

!en. die in den aggregierten Formen eingeschlossen smd. 
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Die Proteine in der aggregierten Form .. ^^^^^^ P^^- 
Das besonders Oberraschende an den » Tund ,l reversibel ineinander Uberfuhrbar • 

gierten Proteinen ist der Umstand. da/3 d.e ■W«B-*nPjnj^ und II e ^ _ 

sind. in Abnangigkeit von der Abwesenheit oder ""^'J, "SJL. zweckmafliger Kompiex 

^rrrr;^^™^^, «, — — — 

Vorteile aufweist. ^ tarno „ 7 e inae«etzt wird, konnen die Proteine aus der 

, 0 wenn ein zweites h^*"*""^^ werden. wobei sodann vdl.ig 

aggregierten Form II in die monomere Form II der Prote.ne denaturi erende Detergenz 
unerwarteterweise auch dieser Zustand revers.be U«. wenn ^Jj; J£ denaturierenden Detergen- 
entfernt wird. In Abhangigkeit von der Abwesenheit ge.ielt und manipulierbar 

)5 rerSun ^SK^T ~ " — schnit^zw. Verwendu^szweck 

isolierten Proteine ist eine aggregierte Form I ,n S ^ Ttive Zentren vor eventue.l 

schutzt weiterhin gegebenenfalls bei Rein.gungsschrrtten eventuelle -ensifve 

20 denaturierenden Behandlungsschnitten. p ohan H|„ nr , u nd Konzentration einer nicht denaturieren- 

Die aggregierte Form II wird je nach Dauer der ^ han ^2^ .e^L^gsgra6 sind die Proteine 
den Detergenz eine etwa wo.kige Struktur ™ ^^fS Lispie.sweise von den 

weiteren Reinigungsschritten zugangl.ch ^f^^^^**^^^ stammen konnen. Die 
fur die Produktion der Proteine verwendeten Wirtszellen bzw. Vektorsysteme 
25 biologischeAktivitat der Proteine ist erhoht aggregierte Form II konnen 

Sowohl die spharoide. aggregierte Form I als auch ^ a ° B « el ™ in ein Molekulargewicht 
elektronenoptisch sichtbar gemacht werde n TS^^^Seb^se durch genetische Manipuia- 
aufweist. das mindesiens 10 000 Dalton betragt. Wenn jedoch ^ s P™^ nur w 9 enj Ami nosauren 
«on nur bestimmte antigene Determinanten '^^^J^^ , u nd I. unterhaib der 

30 darstellen. konnten auch die aggregierten. mehrere Prote.ne enthaltenden 

elektronenoptischen Sichtbarkeit liegen. annrPoiert en elektrophoretisch nicht mobilen Proteine 

Vorzugsweise liegen die in den Former, .und £ agg rea ierten Formen I und I. die 

in einer Reinheit vor. 80%. vorzugswe.se 98 A vor d.h dafl d.e gg . 

gawunschten Proteine in verhaltnismaCig homogener An ^^^^ auf , wenn die Proteine 
3S Das Aggregieren der Prote.ne .nnerhalb der Zelle . tr « bev zug insbeS ondere 
Expressionsprodukte gentechnisch wer den. Die uberpro- 

• ^t^ -* die in der ze,,e 

Lich sind. aggregieren sie sich zu den beschnebenen ^^ n _^^ etoe bevorzugt eine antigene 
Die von den genetisch manipulierten Proteinen. 
Funktion auf. Diese Proteine sind bevorzugte ^XTZ ZZ* Antigene eine emsprechende 

Glycoprotein GP 160, des HIV oder ein O^chenanhge das ^ - jn ejnem 

Expression der jewei.igen Proteine konnen ^Be-pjld^^^^^^^ insertiert 
50 Saugetierzeilsystem exprim.rt ^^^^^Sj^iS^ ,n an sich im Stand der Technik 
werden. ist bei Mackett et al. (J. Virol. 49 S. 857 84b sb jo st romabwarts von einem 

derzeit bekannter Weise wird das fremde Gen zue st .n e.nen dem reRombin . 

Vaccinia-Transkriptions-Kontrollelement (7.5 K-Promotor imkM* ° e ch^ma 

anten Plasmid wird durch Vacdnia-Sequenzen ^J^^n^vS^Bca^Ls (Stamm WR) 
55 DaS Plasmid wird sodann in Zel.en emgefuhrt d e ^J*^^ fur die virale DNA als auch 
infiziertwurde. Die Rekombinabon gesch.eht dann , der ^TK ^ J" « des Vaccinia . viru s 

das Plasmid humolog ist und die lnsert.on des ch manschen Gens ,n aa uf jst als0 nicW rnehr 

erlaubt Das auf diese Weise erhaltene rekombinante Virus we.st den Phanotyp tk 
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gesch.icerten. eine Vielzahl der e.nzelnen P rote '^"* a, ^ne totennt. Beispieiswe.se sind einige 
Ihnliche Expressionssysteme sind ■* ^J-J, ^Z^Z^J des Hepatit* B-V.rus 
Vaccnia-Virus-Rekombinanten kon ^ u ' e *^^ unter den regu.ativen 

codieren. Zu diesem Zweck warden die »«P^ B ™ 8 " , von vacci nia-spez.fi S chen Promotern 
MeeMman des Vaccinia-Virus ^"^T^Jl Gene zu erhohen. Es warden 
verwendet warden mit dem Ziel. das Ex press ™ ™ Hepatitis B-Wusgen exprim.eren. 

we.terhin Vaccinia-Viras-Rekombinan e rek ombinanter Expressionssysteme zum 
GanzallgemeinwirdandieserStellebezaghch de ^" ung ^ en au{ Winnacke r. E.L (Gene and 
Zwecke des gentechnischen Produzierens ^"^^ 

Klone. eine Einfuhrung in die Gentech " 0 ^ Proteine. die in aggregierten, viele 

Die biologische Fanktion der in den genannten Zellen ^*P"™ e en2yma tische Fanktion sein. 

Prawns enthaltenden Formen vorUegen ^^SLT^^S?«^i- FUnkSoo beob^htt. die d»itt 

.nsbesondere In der aggregierten Form .1 ™««™™^™^ 9r aufge lockertan aggregierten Form 11 

W. CH 0-Z.W ■ ^ ^ThtTbLs die „ach dar Translation 

gewnrten Wirtsz.llan sind als Express .onssv* ml »«Kugt * ve „, e „ dere!e „ E „<lp,odukM 

aggregierte Form III ObertOhrt warden konnen GlyC oprotein 160 des HIV. wie es oben 

Verozellen sind besonders bevorzagt far d. Heratet'ang de V ^ m schneUe wachstums- 
beschnebenwurde. Dieses Zellsystemwu^ Dje , nfeklion von 

rate hat and far die Herstellang menschhche ^°« 3 das P aas gewunschte. nach dem 

Verozellen mit einem rekombinanten Vaccn.av.rus das em Gen entha f Synthese des 

vortiegenden. erfinderischen Verfahren zu ^^^^S^^^ DurCh ^ 

gewunschter. Proteins, dessen Glycos.Uerung ^J^^^^ die Menge des gewunschten 
Verwendang eines DoppeHnfekt.ons-systems , mrt : ^ Reko mbinante. die die Polymerase des 

Proteins erheblich gesteigert werden. °^ D S ^^^^ a exprimiert. Diese Rekombinante wird 
Phagen T7 anter der Steaerang des L^J^IS*" Glycoprotein 160 Gen des HIV 

6 -rr^r^^ * — der Expresaon - 

ce.spie.swe.se eine etwa lOfacne Menge ^^ZT^e, Eine allgemeine Obers.cht Uber 
Die beschriebenen Systeme s.nd als b J v °^ e „7 d ^ kombination gewijnschter Gene za verwenden 
die vielfaitigen MBglichkeiten bes^mmte ^X^ZT^^e durch die Fremdgene exprimierten 
unc diese Vektoren in gewanschten Zelen * U ,™ neerinfl 3 . Academic Press. Edited by 

Proteine herzastellen ^^t^SSt S^Mfkrobiologie (1985). 
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• • d P oteinchemi 0 bzw bei den Protein-Reinigungs- 
nonionisches Oder zwitterionisches Del ergenz - Bs s ist .n der ^ eder g e winnung des gewCJnschten 

verfahren ein bekanntes Problem, dafl die Wahl dM™*^ bto.ogisch aktivem Zusiand jedesmal eine 
Proteins in einerseits hochgereimgter For . m ^^ 

Herausfcrderung darsteUt. Es hat s.ch ^^^^^^J^ Oder zwitterionischen Charak- 
s von nicht denaturierenden Detergenz.en. bertrnmten .omschen ,oo ^ ^ ^ 

tersdieobengenanntenForderungenanemProtem-ReW wje $je jn den diese 

scheroderantfgener Natur. deutlich verstarkt. 0ctylg , ycosid oder e ins der Derivate dieses Deter- 

genz, vorzugsweise in Konzentrationen von 0 25 i - 5 £ msbeso ^ Gallensaure sowie eines seiner 

Ebenso bevorzugt ist die Verwendung de Deterge j« d. * ist irn Zu sammenhang 

„ Derivate. bevorzugt das Detergenz Proteine des Glycoproteins 160 des 

m it der Isoiierung und Reinigung cer sphanschen Konhguration v wjrd ^ j(| Konzentratlo . 

H,V. wenn dieses sowohl unter Verwendung des i gena n* Oejergen^g ^ ^ ^ Qp m 

biologische Aktivitat aufweisen. ar , nr6aie rten Form II geschieht bevorzugt zum Verstarken der 

Die Vewendung von Proteinen in der aggregierten rorm g 
bioloaischen Funktion der Proteine. therapeutische. prophylaktische oder 

Jedwede aggregierte Form der ^JS^^S^. wolkigen oder monomeren Formen. 
3 o diagnostische Anwendung, sowohl in d . en .^ h J^ mi t we iteren hochmolekularen Protemen. 

als auch in den obenbeschriebenen Xomug.erten J^^TJ der Substitut ionsbehandlung. der Gewin- 

Eine weitere Verwendung der aggregierten Proteme l egt substanzen zum qualrtaf- 

nung von Impfstoffen oder monoklonalen 

ven Nachweis und quantitativen Bestimmen s f^^ a ^ 0 % e in Aohangigkeit von Anwesenhe.t 
35 Neben den aus einer Anzahl von Protemen Pa *° ologiscn verschiedenen Konfiguratonen 

oder Abwesenheit eines nicht denatunerende •JJJ^"^ be 9 2ient sic h die voriiegende Erfmdung 
vorliegen, in die sie reversibel inlander f°^ n ™^ZproXe\™. die in Zel.en. bevorzugt gentech- 
auf ein Veriahren zurn Isolieren un Re.n.gen de 9^™^ sten Reinig ungsschritt die von den m erne 
nisch manioulierten Zel.en. produziert werde n. wobe, me ^ verunreinigungen entfernt 

,o ersten aggregierten Form I voniegenden ^^^STSStfurlarand., Detergenz in eine zwerten 
werden. die Proteine sodann unter / erwe ; d n Un J n ^ e ^ Reinigungsschritt die in dieser aggregierten 
aaoreqierten Form It Oberfuhrt werden und .n e.nem zwe.ten He. g 9 ^ denatur , e . 

Slzuganglichen Verunreinigungen ** und die Proteine. durch 

renden Detergenz die Proteine « ^""^^J^, wiede r in die aggregierten Formel I und II 
« Entfernen der nicht denaturierenden Detergenzien revers.be. w.e 

uberfuhrbar sind. wesentlichen oben bereits diskutiert und liegen in oer 

Die immensen Vortei.e dieses der Proteine ineinander. 

reversiblen Uberfuhrbarkeit der verscb .edenen WJ*^ der Proteine beis P ielswe.se eine 

Die etwa spharische Form I erlaubt durch die *™Pj* g l en v0 „ der Oberflache der quasi kugel.- 
arleichterte erste Reinigung von ^JSSS^ v0n Verunreinigungen. die in der 

gen Proteinzusammenballung. Wenn i sodann de ;^,™" t 9 9 angllch sind. abgelaufen ist. kann durch 
aggregierten Form II durch die Auffaltung beson ders teicht zuga 9 je£)er hergestellt werden. .n 

EnLg des nicht denaturierenden ^^ZT^eT^ gescmm im Inneren der sphanschen 
der beispielsweise aktive Zentren der ^^^JL 9 ^ Proteine in der aggregierten Form I 
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Won*- Aktivilat d« P,o,e,n, dure, d„ Nand * *v„ Zen.ren dud. den spezie.len 

bis 5 s b. vorzugsweise |eoch 1%. vorhegt. is0 iierenden und reinigenden Substanz 

D,e so erhaltenen Losungen werden. wenn ^ be, der zu . soi^re.n rf un£j von 

o um a,n Glycoprotein hande.t. mittels ^"^^ denaturierende Detergenz hat 

,ne unspezifische Adsorption zu verhindern. Das E.u.eren vorg ereinigten. hochmo- 

Ein weiterer. wesentlicher Reinigungsschritt kann durch ^.^.S^ W«h«i m.t 
• s tekularen Substanz an eine .mmunadsorpt.onssaule e re, j*^ 1 ^^ (2 - 8 M. vorzuaswe.se 
e.nem Puffer w.rd mit einem chaotropen Agenz. be.sp.elsweis e^Harnstoff oder KSCN ( ^ ^ 

3 Mi slu,ert Durch ansch.ieflende Dialyse gegen Stenonisches Detergenz in die 

^o^riich wird die hochmolekuiare Substanz durch em best.mmtes zw '^'° ' 
mcn^ere Form I., uberfuhrt und durch '°™^ SC ^ o er I 

, 0 e,nen detergenzienfre.en Puffer werden aus der monomeren Form Hi die aggreg.erten 

' '■"^rchiedenen aggregierten Formen der ,n den beschriebenen Ze.ien produz.erten Proteine. 
k: nren elektronenmikroskopisch sichtbar gemacht werden. 

C.e Erfindung wird im folgenden detailliert anhand der F.guren und der Be.sp.ele eriautert. 

25 =s zeigen: 

Ene eSFro L nenmikroskopische Aufnahme des G.ycoproteins 160 in tris-Puffer in 278.640-facher VergrSfle- 
DieProteine liegen in der kompakten. spharischen aggregierten Form I vor. 
30 ene eSlnenm.kroskopische Aufnahme des G.ycoproteins 160 des HIV in einem Puffer, der 1% DOC 
D:e Proteine liegen in der lockeren, wolkigen aggregierten Form il vor. 



35 



Beisc.ei 1 



„«„„ und R.Mgen des G,ydOp,d,ein ,60 des HIV. Das und Re,n, 6e n des Giycopro* ,60 

" "* ™ SS^tS:^™^. die das WB ,n ,60 des H,v prdduzle™. we,da» be, 

^^™»*^f g L nnene Me , „„d ,n TBS PH 7.4 p,us UnN CuSO, p,us 0.5 m 

ZnC: resuspendiert. M -r r j s _nci dH 8.3, 1 0/ <> DOC. ImM CuSOt 

, 5 3. Das resuspendierte Pellet w,rd e.ner Extraktion mrt 5 OmMTr J*^.- ch Zentrifugieren 

und 0 5 mN ZnCb unterworfen. Die Suspens.on w.rd 30 M.nuten lang 

Puffer diaiysiert. twain iustiert und sodann an eine Mono-Q- 



Puffer diaiysiert. 
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TBS. Mit diesem Verfahrensschritt erfolgt eine Konzentrierung der Prote.ne. 
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Beispiel 2 

ein Potency-Test durchgefuhrt. der d.e .mmunogene Wirksamkert des ^iyc p 

spharischer Form I. sowie in aufgelockerter. wolkiger Form u, ze.gt Qp ^ 

Pro Vaocine werden 5 Verdunnungen mrtK ufl. M ' "^^J^" pr0 vaccinenart warden 
rrarso"^^" 9 r^S?vSS Lden v ier verscHiedene Adsorp_den 

getestet. 

1. GP 160 + 0.2% A!(OH) 3 

2 [GP 160 •+ 0.25% DOC] + 0,2% AI(OH) 3 

3 [GP 160 + 0.25% DOC] + [0.2% AI(OH) 3 + 0.25% DOC] 
4. [GP 160 + 0,25% DOC] + [0.2% A!(OH> 3 ) gewaschen] 

jedes einzelnen Tieres wurde MM Ara-H V ELBA (OTTO « i d ^ 
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Ergebnisse 
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1.1 


-VlOugGP 160/ml + 0,2% 
AI(OH) 3 s.c. 






reag.Tiere 


Titer 
max. 


1 

I! 
Ill 

IV 
V 


conz. 
1:4 
1:16 
1:64 

1:256 


1 
1 
0 
1 
1 


100 
10 

10 
10 


ED 5 


c : 10 ug/ml GP 160 
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2.Vl-X10ug (GP 160/ml + 
DOC + 0.2% A!(OH) 3 s.c. 







reag. 
Tiere 


. Titer 
max. 


VI 


conz. 


7 


1000 


VII 


1:4 


5 


200 


Vlll 


1:16 


1 


10 


IX 


1:64 


0 




X 


1:256 


0 





ED 50 :3,3 ug/ml GP 160 
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3. XI- 


XV 10 ug GP 160/ml + 
+ DOC-AJ(OH) 3 S.C. 


DOC 






reag.Ttere 


Titer 
max. 


XI 

Xll 

XIII 

XIV 

XV 


conz. 
1:4 
1:16 
1:64 

1:256 


7 
5 
6 
2 
1 


800 
1000 
100 
100 
100 


ED 5 o 


: 1,09 ug/mml GP 160 



25 



4. XVI -XX 10 ug GPl60/mml 
+ DOC + AI(OH) 3 gewaschen 
s.c. 






reag. 
Tiere 


Titer 
max. 


XVI 

XVII 

XVlll 

XIX 

XX 


conz. 
1:4 
1:16 
1:64 

1:256 


0 
1 
0 
0 
0 


10 


EDso: 


10 ug/ml GP 160 
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Das Ergebnis des Potency Tests des Glycoproteins 160 des HIV ^^^^SS 
.tat des apoproteins 160 in ***** £r -^^^^^1^, verringert sich 
dsr verwendeten Substanz beze.chnet. be, der SO der 9e.mptten . ' e das Q , 

auf c:eses Protein beschrankt 



jo Anspruche 
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M^senheit »oo M«g«an In einer «w ^'^^TS, „«M detune- 

vorzugsweise 98%igen Rein-heit vorliegen, dadurch gekennzeichnet, da/3 die 

3 Proteine nach mindestens einem der Anspruche 1 ™^<£J*™TJ^<*t«. die die Protei- 
Proteine Expressionsprodukte gentechnisch manipuiierter Zellen. msbesondere solcher 

ne Uberproduzieren. . . . - _ ip eine antjnene Funktion aufweisen. 

4. Proteine nach Anspruch 3, dadurch geke "^ichne^ daS s.eeme ^° ne t das 

5 Proteine nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichent, dafl es Glycoprote. e. 

Glycoprotein 160 des HIV oder Oberflachenproteine des Hepatitis B-V.rus s.nd. 



8 



EP 0 321 606 A1 



/5 



20 



6. Proteine nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl die 

Proteine enzymatische Funktion aufweisen. tMlrtinmt riafl es sich urn Blutgerinnungsfaktoren " 

7 Proteine nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, dafl es sicn y 

bezuglich der Stability Aktivitat. in vivo-Wiedergewinnung und biolog.schen Halbwertsze.t 

e " e ft£ne nach mindestens einem der vornergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, cafl 
die Zellen eukaryontische.bevorzugttierische Oder humane Zellen smd Ze „ ku ,turen 

10. Proteine nach Anspruch 9. dadurch 
Oder aus Zeilinien gewonnen wercen, insbesondere Verozellen, u-tu ^eiien oue y 

TEE 2, «n»~. — • * «— da< "" Ch J*""--"* " 

ass: ,r jr^=^r^ r s ssss* * 

ein=r Ko»z e n.ta.ion von 0.2S bi, 5%. insbusondure IV «^*« «£• 

zum stabilen Lagern der Proteine. „ 0 u anf , on Ansoruche in ihrer aggregierten Form II 

js 15. Verwendung von Proteinen nach einem der vornergehenden Anspruche in inrer agy y 

zum verstarken der biologischen Funktion tier Proteine. ther aDeutischen. prophylakti- 

16 Verwendung von Proteinen nach einem der Anspruche 14 oder 15 zur tnerapeuuscnen. p 

schen Oder diagnostischen Anwendung in ihrer nativen oder konjug.erten 

17. Verwendung von Proteinen nach Anspruch 1 G™?*™™™^ Gewnnung von Substanzen 
M 18 Ver.vendung von Proteinen nach einem der Anspruche 16 oder 17 zur ^winnuns ' 

wdWoeStmWurauNif^undeinebk^s^AW^t^Bt . hne ^ dafl zu Re inigungs- 

23. Verfahren nach mindestens einem der Ansproche 19 b« S ; 22. jama g 
Proteine Expressionsprodukte gentechnisch manipul.erter Zellen, insbesondere 

ne uberproduzieren. . . rh . iq his ,3 dadurch gekennzeichnet, dafl die 

24. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 19 bis a, aaourc y 

Proteine antigene Funktion aufweisen. pmtein das Glycoprotein 160 des 

25 Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennze.chnet, dafi d c s Prote.n aas wycop 
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